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Einleitung

Bei der Bestrahlung lebender Organismen mit ionisierenden Strahlen wird
— neben anderen Phidnomenen — eine Inaktivierung der Zellteilungstétigkeit
beobachtet. Durch quantitative Untersuchungen, speziell durch die Analyse von
Dosiseffektkurven, wurde schon vielfach versucht, Informationen iiber den
eigentlichen Inaktivierungsprozef sowie iiber die Orte in der Zelle zu erhalten,
in denen dieser Prozefl lokalisiert ist. Dabei ist auch die Frage diskutiert wor-
den, inwieweit eine einzelne Energieabsorption (,,Treffer) im Zellkern zur
Inaktivierung der Zelle fithrt, da der Zellkern als wichtigster Triiger der gene-
tischen Substanz mit seinen zahlreichen, den Ablauf vieler Prozesse regelnden
Steuerfunktionen als besonders strahlensensibel angesehen wird. Ein bei solchen
Untersuchungen mehrfach verwendetes Material bilden die Makro- und Mikro-
konidien von Neurospora. Giles (1951) bestrahlte wilrige Suspensionen von
Mikrokonidien zweier Stimme des Askomyzeten Neurospora crassa mit
250-kVp-Rontgenstrahlen. Bei der Auswertung seiner Versuche fand er eine
Inaktivierungskurve vom Typ einer Mehrtrefferkurve. Als Extrapolationswert
(,» Treffbereichszahl“) wurde ein Wert n =~ 4 ermittelt. Nun sind Mikrokonidien
aber stets einkernig. Wenn die Inaktivierung der Konidien ausschlieBlich die
Folge eines strahleninduzierten Letalschadens im Zellkern ist, dann folgt aus
dem Ergebnis, da zur Inaktivierung im Durchschnitt jeder Kern mindestens
viermal getroffen werden mufl. 4twood und Mukai (1954) untersuchten die
Inaktivierung von Neurosporakonidien durch ionisierende Strahlen mit einer
speziellen Technik. Heterokaryotische Makrokonidien, die mindestens zwei
genetisch verschiedene Zellkerne pro Konidium besitzen, wurden bestrahlt und
dann auf verschiedenen Medien ausplattiert. Durch diese Methode konnte bei
den Inaktivierungsversuchen niher unterschieden werden zwischen dem Uber-
leben ganzer Zellen und dem ,,Uberleben® von Zellkernen. Atwood und Mukai
deuten ihre Ergebnisse dahin, dafl die Inaktivierung der Konidien ausschlieBlich
auf einem strahleninduzierten letalen Kernschaden beruht. Die Schadigung dex
Kerne selbst soll nach einem Eintreffervorgang erfolgen.
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Gafford (1958) hat die Inaktivierung von Makrokonidien, die im Mittel mehr-
kernig sind, und von Mikrokonidien, die immer einkernig sind, von Neurospora
crassa durch Co%*~-Gammastrahlen untersucht. Er kam zu folgenden Ergebnissen:
Makrokonidien werden in wiBriger Suspension bis zu einer Dosis von etwa
60 kr durch einen bestimmten Prozef, den Gafford A nennt, inaktiviert. Dieser
Prozefl soll die Folge einer strahleninduzierten letalen Kernschidigung sein.
Der Teil der Uberlebenskurve, der dem ProzeB A entspricht, nach D = 0 extra-
poliert, liefert den Extrapolationswert n = 1,9, was in guter Ubereinstimmung
steht mit der durchschnittlichen Anzahl von Kernen pro Konidium (K = 1,85).
Im hoheren Dosisbereich fillt die Uberlebenskurve steiler ab. Gafford inter-
pretiert diesen Befund in Ubereinstimmung mit einem von Atwood und Norman
(1949) vorgeschlagenen Modell. Danach soll im hoheren Dosisbereich ein zweiter,
von ProzeB A unabhingiger Inaktivierungsprozel B zusitzlich zur Wirkung
kommen. Als Extrapolationswert fiir diesen Prozef B wurde ein Wert von
n = 5,6 ermittelt. Der Prozel B liBt sich somit mit der Anzahl der Zellkerne
und damit im Rahmen des Modells mit den Zellkernen nicht in Verbindung
bringen. Bei der Inaktivierung von Mikrokonidien hat Gafford einen analogen
Befund erhalten. Bis zu einer Dosis von 35 kr werden die Konidien durch den
angenommenen Proze A inaktiviert. Als Extrapolationswert dieses Teils der
Uberlebenskurve wurde n = 1 ermittelt, d. h., dieser Prozef A konnte wiederum
als Kerninaktivierungsproze3 aufgefalit werden. Im hoheren Dosisbereich fallt
die Uberlebenskurve dann steiler ab. Hier wiirde also der oben schon erwihnte
zweite zusitzliche Inaktivierungsprozefl B einsetzen. Als Extrapolationswert
dieses Kurvenabschnittes errechnete sich wie bei Makrokonidien ein n von 5,6.

Fiir den Mechanismus der Energiezufuhr zu den sensiblen Einheiten der Zelle
bestehen zwei verschiedene Mbglichkeiten: Die Energie wird entweder direkt
in der sensiblen Einheit oder in deren unmittelbaren Umgebung absorbiert
(,,direkter Treffer”), oder die Energie wird nicht in der sensiblen Einheit selbst
oder deren unmittelbaren Umgebung, sondern an einem anderen, davon entfern-
ten Ort absorbiert. Dort durch die Bestrahlung gebildete diffusible Agentien
gelangen durch Diffusion zu den empfindlichen Einheiten, reagieren mit diesen
und konnen so eine Inaktivierung herbeifiihren (,,indirekter Effekt®). Bei der
Bestrahlung von Wasser mit ionisierenden Strahlen werden Radikale gebildet,
die vielleicht einen Strahlenschaden im Sinne eines indirekten Effekts hervor-
rufen konnen. Das AusmaB eines solchen durch Wasserradikale hervorgerufenen
indirekten Effekts 1iB8t sich in manchen Fillen und in gewissem Umfange da-
durch ermitteln, daB man die betreffenden Objekte einmal bei vollem Wasser-
gehalt, zum anderen in getrocknetem Zustand bestrahlt. Gafford hat eine solche
Trennung fiir die Inaktivierung von Makrokonidien versucht. Die Dosiseffekt-
kurve der Inaktivierung von getrockneten Makrokonidien ist charakteristisch
verschieden von der Inaktivierungskurve fiir in Wasser suspendierte Makro-
konidien. Es ergab sich, daB bei der Inaktivierung getrockneter Makrokonidien
durch ionisierende Strahlen nur der ProzeB B wirksam zu sein scheint. Danach
wire bei Anwendung der eben erwihnten Kriterien Prozel B eine Folge direkter
Treffer und Proze3 A, der ausschlieBlich als Kerninaktivierungsprozef3 gedeutet
wurde, eine Folge indirekter Treffer.

Es war das Ziel der vorliegenden Arbeit, durch vergleichende Untersuchungen
an mehreren Stimmen von Neurocspora crassa weiteres Material fiir die doch
noch nicht sehr befriedigende Deutung der Inaktivierungsvorginge beizubrin-
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gen. Ferner sollte versucht werden, aus den Resultaten von Experimenten, in
denen Konidien wihrend der Bestrahlung in einer wifrigen Losung von Cystein
suspendiert sind, nihere Informationen iiber den moglichen Wirkungsmecha-
nismus von SH-Schutzsubstanzen zu erhalten.

Material und Methode

Als Versuchsorganismus diente, wie erwdhnt, der Askomyzet Neurospora crassa.
Zur vegetativen Vermehrung werden von dem Pilz zwei Typen asexueller Sporen produ-
ziert: Makro- und Mikrokonidien. Makrokonidien besitzen eine variierende Anzahl von
Zellkernen, solche mit 2 oder 3 Kernen sind am hiufigsten. Mikrokonidien sind stets
einkernig. Bestimmte Stimme produzieren nur Makrokonidien, andere Stimme bilden
nur Mikrokonidien aus. Diese Konidien stellen das eigentliche Versuchsobjekt dar.
Es wurden folgende Stimme von Neurospora verwendet: W2/49A und Y74 A
(St. Lawrence), beides Makrokonidien bildende Wildtypstimme; K 3/17 ad™ (38701)
inos™ (37401) dist., ein ebenfalls Makrokonidien produzierender biochemischer Doppel-
mutantenstamm, in der Folge mit K 3/17 bezeichnet, ferner der Mikrokonidienstamm
Y 8743-21-(13-7)-2a, Wildtyp, in der Folge mit Y 8743 bezeichnet.

Alle Versuche wurden in einem durch Klimaanlage auf + 25°C gehaltenen Labora-
torium durchgefiihrt. Die Stimme W 2/49 A, Y 74 A und Y 8743 wurden auf p-minimal-
Medium nach Westergaard (1947) geziichtet, der Doppelmutantenstamm K 3/17 auf
sogenanntem Myzelmedium nach Kelmark (1953). Dieses Medium besteht aus Fries-
minimal-Medium, dem vor dem Autoklavieren 10 mg Adenin, 6 mg Meso-Inosit und
15 g Myzel (von Y 74 A) pro Liter zugesetzt werden. Die Kulturen wurden in 100 ml
Erlenmeyer-Kolbchen gezogen, die mit je 20 ml Medium gefiillt waren. Zur Beimpfung
wurden auf der abgetrockneten Oberfliche des Mediums 0,2 ml einer dicken Konidien-
suspension gleichmaBig verteilt. Danach kamen die Kulturen zunéichst fiir 24 Stunden auf
+35°C und anschlieBend 6 Tage auf -+25°C. Um hinsichtlich des Alters homogenes
Material zu erhalten, wurden in die Versuche nur Konidien genommen, die von 7 Tage
alten Kulturen stammten. Zur Ernte der Konidien iiberschichteten wir die Kulturen mit
je 30 ml sterilem destilliertem Wasser und schiittelten nach Zugabe von Glasperlen
miifig stark. Die entstandene dicke Konidiensuspension filtrierten wir durch eine Schicht
Watte, um Myzelfragmente und Mediumreste aus der Suspension abzutrennen. Die als
Filtrat anfallende reine Konidiensuspension wurde dann zweimal mit sterilem destil-
liertem Wasser gewaschen und durch Verdiinnen mit Aqua dest. auf die gewiinschte
Konzentration eingestellt. In fast allen Versuchen arbeiteten wir mit Konidienkonzen-
trationen zwischen 10 und 107 Konidien/ml. Die jeweilige Konzentration konnte durch
Zahlen in einer Blutzihlkammer recht genau bestimmt werden.

Als Strahlenquelle diente in allen Versuchen eine Rontgenréhre vom Typ Miiller
MG 150, die mit 150 kV und 20 mA ohne zusitzliches Filter betrieben wurde. Die
Bestrahlung der wifirigen Konidiensuspensionen erfolgte in einem zylindrischen Plexi-
glasgefifl, das nach der Ferrosulfatmethode in gleicher Anordnung und Geometrie wie
bei den Bestrahlungsversuchen gegen ein Schlauchkammer-Dosimeter und eine Konden-
sator-Ionisationskammer geeicht worden war. Die Abweichungen zwischen den ver-
schiedenen MeBanordnungen betrugen etwa 3%,. Die mittlere Dosisleistung in der
Konidiensuspension beziehungsweise am Ort der trockenen Konidien betrug 3500 r/min.
Die Fiilllung des GefiBes bei den Bestrahlungsversuchen war mit 12 ml immer gleich.
Wihrend der Bestrahlung wurde die Suspension durch leichtes Einblasen von Luft.
die mit Wasserdampf gesiittigt war, geriihrt und so eine Sedimentation der Konidien
vermieden. Auflerdem wurde durch diese Anordnung erreicht, dall die Sauerstoff-
konzentration in der Suspensionsfliissigkeit wihrend der Bestrahlung annéihernd
konstant blieb.

Als MaB der Strahlenwirkung diente das ,, Uberleben* eines Konidiums, das durch die
Fihigkeit definiert war, in entsprechendem Medium eine Kolonie zu bilden, und folgen-
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dermaflen bestimmt wurde. Nach der Bestrahlung verdiinnten wir die Konidiensuspen-
sionen in einer Verdiinnungsreihe bis zu der gewiinschten Konzentration. Beim Aus-
plattieren wurde jeweils 1 ml Suspension in eine Petrischale gegeben, durch geeichte
Ausstromdiisen fliissiges Medium in die Platten gegossen und mit der Konidiensuspen-
sion gut durchmischt. Die Temperatur des Mediums betrug dabei + 44° C. Die Schicht-
dicke des Mediums in den Platten wurde auf 3 mm eingestellt, Dadurch konnten die
Nihrstoffbedingungen in allen Platten annihernd konstant gehalten werden. Von jeder
Versuchscharge wurden in der Regel 10 Platten angelegt, diese nach dem Ausplattieren
6 Tage lang bei -+ 25°C im Dunkeln bebriitet und dann die entstandenen Kolonien
gezihlt. Das verwendete Medium unterschied sich natiirlich fiir die einzelnen Stimme
in seiner Zusammensetzung. Die Stimme W2/49 A, Y74 A und Y 8743 wurden auf
Sorbose-minimal-Medium ausplattiert. Dieses Medium bedingt ein kolonieférmiges
Wachstum. Der Doppelmutantenstamm K 3/17 kam auf supplementiertes Fries-Medium.
Dieser Stamm wiichst wegen seines ,,distinctus“-Allels immer in Kolonieform.

Zur Trocknung der Konidien muBite eine geeignete Methode speziell entwickelt wer-
den; denn die sonst iibliche Methode der Gefriertrocknung iiberlebten maximal 0,3%0
der Konidien. Auch durch Zusatz von verschiedenen Schutzkolloiden lie8 sich die Uber-
lebensrate der getrodineten Konidien auf héchstens 2%o steigern. Wesentlich bessere
Resultate liefert folgendes Verfahren: 7 Tage alten Kulturen entnimmt man mit einer
sterilen Platinnadel Myzel, das zu diesem Zeitpunkt reichlich mit Konidien besetzt ist,
indem man es vorsichtig von der Mediumunterlage abhebt und in kleine zylindrische
Plexiglasgefife iiberfithrt. Die Proben bringt man {iir 24 Stunden in einen Thermostaten
und trocknet sie bei -+ 45° C. Um eventuell vorhandene Restfeuchtigkeit zu entfernen,
wird anschlieBend bei etwa 1072 Torr Unterdruck und Raumtemperatur 3 Stunden lang
nachgetrocknet. Diese Methode ist, bezogen auf den Wasserentzug, der Gefriertrocknung
mindestens gleichwertig, und 80 bis 100% aller keimungsfihigen Konidien iiberleben
diesen Trocknungsprozel3.

Die Bestrahlung der getrockneten Konidien erfolgte in den kleinen Plexiglasgefdfien,
in denen die Konidien schon getrocknet wurden. Um in jeder Probe eine genau gleiche
Dosisleistung zu erzielen, waren die einzelnen Gefdlle withrend der Bestrahlung auf
einer rotierenden Scheibe befestigt, deren Achse sowohl mit der Achse der Ionisations-
kammer als auch mit dem Zentrum des Strahlenbiindels zusammenfiel. Auch diesc
Anordnung wurde nach der Ferrosulfatmethode geeicht. Nach der Bestrahlung wurde
jede Charge des getrockneten Konidien-Myzel-Gemisches in Wasser aufgeschwemmt,
durch Watte filtriert und die Konzentration der so entstandenen Konidiensuspensionen
in jeder Probe mit Hilfe einer Blutzihlkammer bestimmt. Daraufhin wurde auf ent-
sprechende Stufen verdiinnt und, wie oben beschrieben, ausplattiert.

Um die mittlere Anzahl Zellkerne pro Konidium zu bestimmen, wurden Konidien der
einzelnen Stimme von 7 Tage alten Kulturen in Carnoy-Losung fixiert, die Zellkerne
nach der Feulgen-Methode gefdrbt und jeweils an etwa 2000 Konidien Kernzahlungen
vorgenommen.

Ergebnisse

1. Bestrahlung von wifirigen Konidiensuspensionen

Die ersten Versuchsreihen iiber den Verlauf der Inaktivierung in wiBriger
Suspension mit steigenden Dosen von Réntgenstrahlen wurden mit Makro-
konidien des Wildtypstammes W 2/49 A durchgefiihrt, Der Verlauf der Dosis-
effektkurve ist in Abbildung 1 wiedergegeben. Kurven dieses Verlaufes lassen
sich als modifizierte Eintrefferkurven auffassen; einer quantitativen Auswer-
tung sind sie schwer zuginglich. Um zu sehen, wie andere Stimme reagieren,
wurde als nichstes Versuchsohjekt der ebenfalls Makrokonidien produzierende
Wildtypstamm Y 74 A gewihlt. Den gleichen Stamm benutzte auch Gafford bei
seinen Untersuchungen. Die hier resultierende Dosiseffektkurve ist vom Typ
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Abb. 1. Erlduterung im Text. o ] ] ]

30 Wassr. Suspension —

&

T
. \K\ T~

W
g I~
2T g
S o k3
Sa \ 1
B
SENA)

10

¢ \

TN N
p \ R \YW/A

|

|

SN Y
2 | w2jioa j
] [\imlt/s ;

L

20 30 Y S0 & W
Dosis in kr —>

einer Mehrtrefferkurve (Abb. 1). Die Neigung des linearen Teils der Kurve
(im halblogarithmischen Koordinatensystem) errechnete sich mit b = —0,0269
(bezogen auf eine Dosisangabe in kr). Der lineare Teil der Kurve, nach D =0
extrapoliert, gibt als Schnittpunkt mit der Ordinate einen Wert fir n = 1,19.
Dieser Wert n soll im folgenden als , Extrapolationswert“ bezeichnet werden.
AnschlieBend wurde der Verlauf der Inaktivierung von Mikrokonidien des
Stammes Y 8743 in willriger Suspension untersucht. Gafford benutzte den
gleichen Mikrokonidienstamm. Die Dosiseffektkurve, die wir aus diesen Ver-
suchen erhielten, ist vom Typ einer Mehrtrefferkurve, Als Extrapolationswert
wurde n= 3,58 erhalten, als Neigung fiir den linearen Teil der Kurve
b= —0,0458 (Abb.1). SchlieBlich wurde auch die durch Rontgenstrahlen
induzierte Inaktivierung von Makrokonidien des Doppelmutantenstammes
K 3/17 in wiBriger Suspension untersucht. Bei der statistischen Auswertung
ergab sich, daB die Inaktivierung der Makrokonidien, dargestellt im halb-
logarithmischen Koordinatensystem, im Dosisbereich von 5 bis mindestens 70 kr
einem linearen Verlauf folgt. Die Neigung des linearen Teils der Kurve betrigt
b = —0,00757 (der Extrapolationswert n = 0,87; Abb. 1). Bei einzelnen Ver-
suchsreihen wurden bestrahlte Makrokonidien nicht auf Sorbose-minimal-
Medium ausplattiert, sondern auf Sorbose-complete-Medium. Dieses Medium
enthilt alle Substanzen, die zum Wachstum wahrscheinlich aller biochemischen
Mangelmutanten nétig sind. In keinem Falle wichen die Uberlebensraten aus
diesen Versuchsreihen signifikant von denen anderer Reihen ab. Daraus folgt,
daB im vorliegenden Fall die Rate der durch Rontgenstrahlen induzierten lebens-
fihigen Vorwértsmutanten nur sehr gering sein kann,

2. Bestrahlung von getrockneten Konidien

In diesen Versuchsreihen wurde die Inaktivierung getrockneter Konidien der
Stimme W 2/49 A und Y 74 A (Makrokonidien) und des Mikrokonidienstammes
Y 8743 durch Rontgenstrahlen untersucht und dabei Dosiseffektkurven erhal-
ten, die denen aus den Bestrahlungsexperimenten mit waBrigen Konidien-
suspensionen in ihrem Verlauf dhnlich sind. Um in einer Konidienpopulation
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den gleichen Prozentsatz Konidien zu inaktivieren, sind bei der Bestrahlung im
getrockneten Zustand jedoch hohere Strahlendosen erforderlich als in wiiBriger
Suspension. Diesen Tatbestand beschreibt man oft durch einen sogenannten
Dosisreduktionsfaktor. Dieser ist definiert als der Quotient der beiden Strahlen-
dosen, die — bei Bestrahlung unter verschiedenen Versuchsbedingungen — den
gleichen Effekt erzielen. Bei der Inaktivierung getrockneter Konidien des Stam-
mes W 2/49 A wurde eine Dosiseffektkurve erhalten, die sich formal als modi-
fizierte Eintrefferkurve beschreiben 18t (Abb. 2). Der mittlere Dosisreduktions-
faktor, bezogen auf die Inaktivierung in wiBriger Suspension, betrigt etwa 2,5.
Bei der Inaktivierung von getrockneten Konidien des Stammes Y 74 A ergibt
sich eine Dosiseffektkurve vom Typ einer Mehrtrefferkurve. Der lineare Teil
der Kurve beginnt im Dosisbereich von 15 kr und ist durch eine Neigung von
b =—0,0137 charakterisiert (Abb. 2). Als Extrapolationswert wurde n = 1,3
ermittelt. Der mittlere Dosisreduktionsfaktor betrigt etwa 2,1. Bei den Ver-
suchen iiber die Inaktivierung getrockneter Mikrokonidien des Stammes Y 8743
fillt der auBerordentlich groBe Dosisreduktionsfaktor von etwa 6 auf. Auch in
diesem Fall scheint ein Inaktivierungsverlauf in Form einer Mehrtreffer-
kurve vorzuliegen. Die Neigung des linearen Kurventeils errechnete sich zn
b = —0,00338, als Extrapolationswert n = 1,1 (Abb. 2). Diese Versuche zeigen,
daB Trocknung einen gewissen Schutzeffekt gegen die Inaktivierung durch
ionisierende Strahlen bewirkt. Auf die Interpretation dieses Befundes wird
spiter noch einzugehen sein.

3. Bestrahlung von wifirigen Konidiensuspensionen unter Zusatz von Cystein

Die Versuche, in denen das Ausmal eines Schutzeffektes von L-Cystein
(puriss. Base, Fluka A.G.) gegen die Inaktivierung durch Réntgenstrahlen fest-
gestellt werden sollte, wurden mit Makrokonidien der beiden Stimme W 2/49 A
und Y 74 A sowie mit Mikrokonidien des Stammes Y 8743 durchgefiihrt. Bei
Vorversuchen zeigte sich, daB Cystein auf die Konidien der einzelnen Stimme
in unterschiedlichem MaBe toxisch wirkt. Die Toxizitiit von Cystein ist abhingig
von der Konzentration der Losung und von der Zeit, wihrend der die Konidien
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in der Cysteinldsung suspendiert sind. Eine so stark ausgeprégte toxische Wir-
kung, daf sie bei unseren Versuchen zu beriicksichtigen war, zeigte das Cystein
allerdings nur bei W 2/49 A, wihrend bei Y 74 A iiberhaupt kein und bei
Y 8743 nur ein minimaler toxischer Effekt gefunden wurde. Hollaender und
Stapleton (1953) zeigten, dafl der Schutzeffekt mit steigender Konzentration
des Schutzstoffes bis zu einem gewissen Maximalwert wichst. Es wurden daher
erst die Konzentrationen von Cystein fiir die einzelnen Stimme ermittelt, die
einerseits einen moglichst groBen Dosisreduktionsfaktor liefern, andererseits
aber nicht zu toxisch sind, so dafl noch hinreichend viele Konidien die Cystein-
behandlung iiberleben. Folgende Cysteinkonzentrationen haben einen optimalen
Schutzeffekt (bezogen auf obige Forderung) gegen die Inaktivierung von Konidien
durch Rontgenstrahlen ergeben: W 2/49 A: 0,001 mol, Y 74 A: 0,05 mol und
Y 8743: 0,01 mol. Diese Konzentrationen wurden in allen Versuchen mit Cystein-
losungen verwendet. Eine Erhohung der jeweiligen Cysteinkonzentration brachte
bei den einzelnen Stimmen keine weitere Steigerung des Schutzeffektes mehr.

Die Cysteinvorbehandlung der Konidien erfolgte stets einheitlich. Die Methoden
der Kultivierung und Ernte waren die gleichen wie bei den Konidien, die in reiner
wilBriger Suspension bestrahlt wurden. 15 Minuten vor der Bestrahlung zentrifu-
giert man 13 ml einer wilirigen Konidiensuspension ab und dekantiert das iiber-
stehende Wasser. Genau 10 Minuten vor Beginn der Bestrahlung werden die Konidien
in 13 ml Cysteinlosung wieder aufgeschwemmt und nach guter Durchmischung 12 ml
dieser Aufschwemmung in das Bestrahlungsgefd8 gegeben. Sofort nach der Bestrahlung
zentrifugiert man die Konidiensuspension ab, dekantiert die iiberstehende Cysteinlosung
und wischt die Konidien zweimal mit sterilem destilliertem Wasser, um das Cystein
méglichst quantitativ zu entfernen. Wihrend dieses Vorganges sind oft Verluste von
Konidien nicht zu vermeiden. Deshalb bestimmt man die verbleibende Konzentration an
Konidien in jeder Charge erneut durch Zihlen in einer Blutzihlkammer. Danach werden
die einzelnen Proben verdiinnt und, wie bereits beschrieben, ausplattiert. Um bei der
Berechnung der Inaktivierungsrate einen Bezugswert zu erhalten, fithrten wir bei jedem
Versuch 2 Kontrollen mit: Die Verweilzeit der Konidien in der Cysteinlésung war bei
Kontrolle 1 gleich der kiirzesten Bestrahlungszeit + 10 min, bei Kontrolle 2 gleich der
lingsten Bestrahlungszeit + 10 min. Da die Unterschiede zwischen den beiden Proben
in keinem Versuch erheblich waren, wurde bei der Berechnung des Bezugswertes das
Mittel aus beiden Kontrollen zugrunde gelegt.

Die Versuche ergaben Dosiseffektkurven, die den fiir die verschiedenen
Stimme bereits bei den Bestrahlungsversuchen mit reinen wiBrigen Suspen-
sionen und getrockneten Konidien gefundenen &hnlich verlaufen: Bei dem
Stamm W 2/49 A wiederum eine modifizierte Eintrefferkurve, bei den beiden
anderen Stammen Mehrtrefferkurven. Der Extrapolationswert ist fiir Y 74 A
n=1,3, fiir den Mikrokonidienstamm Y 8743 n = 2,0. Die Neigung des
linearen Teils der Kurve betrdgt fiir Y74 A b= —0,0162 und fiir Y 8743
b = —0,03 {Abb. 3). Zusatz von Cystein bewirkt also einen gewissen Schutz-
effekt gegen die Inaktivierung von Konidien durch Rontgenstrahlen in wiiBriger
Suspension. Der Dosisreduktionsfaktor, bezogen auf die Inaktivierung in wig-
riger Suspension, betrigt fiir W 2/49 A etwa 2,2, fiir Y 74 A etwa 1,8 und
fiir Y 8743 etwa 1,3. Auf die Interpretation dieses Befundes wird noch niher
eingegangen.

4. Bestrahlungsversuche mit weiteren ,Schutzstoffen

Aus Versuchen mit Viren ist bekannt (Latarjet u. Ephrati, 1948), dafl Bouil-
lon, dhnlich wie Cystein, einen Schutzeffekt gegen die Inaktivierung durch
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Rontgenstrahlen in walriger Suspension ergibt. In je 2 Versuchsreihen wurden
Konidien der beiden Stimme Y 74 A (Makrokonidien) und Y 8743 (Mikro-
konidien) in Bouillon bestrahlt. Nach der Ernte wurden die Konidien in 4%iger
Nihrbouillonlgsung aufgeschwemmt und anschlieBend bestrahlt. Nach der Be-
strahlung kamen die in Bouillon suspendierten Konidien dann ohne weitere
Behandlung in die Verdiinnungsreihe und anschlieiend zum Ausplattieren. Die
Ergebnisse zeigen, daf bei der Bestrahlung von Konidien, die in Bouillon sus-
pendiert sind, Uherlebensraten erhalten werden, die im Bereich der aus den
Cysteinversuchen in willriger Suspension erhaltenen Daten liegen (Abb. 4 u. 5).
Dieses Ergebnis zeigt, daBl zumindest bei den Stimmen Y 74 A und Y 8743
der Schutzeffekt von Cystein gegen die Inaktivierung von Konidien in wiriger

100

: 80—
T al—° L T ——
% L) i \\\ \'\
g \ z
§ o \J
o
:§ 20
R

10

’ \ANE

s \

r \\ Y Y 8743-21-(13-7) -22
¥ I Wassr Suspensi
L IT Wassr Suspension
+Gystein 001-M
1T Gefrocknet
2 \ o 5-N Bouillon-Suspension
: |
7 bl L J, 1 i 1
20 4 60 & 100 120 Abb. 5.

Dosis in kr —— Erlduterung im Text.



- -

Inaktivierung von Neurosporakonidien 65

Abb. 6. Erliuterung im Text. ’gg“ I
Ay
E NS
or N “\\ Nyt Gystein
S L) AY B <9 ‘b\“ Bouilion
s | \ \\ *Gyatein
t NN
= \ ~ NS
S N\ ~ She
B \ \\ NN o
= \\ N \
\ A AL
w \
o AN
U N
61—y A 3
I- I Wassr Suspension N\
Y\—IT Wassr SuspensionCystein ——>
| I Getrocknet \
LA \\
|_© Ng+lystein \
A Bouillon +Gystein I

20 30 W 50 688 W &
Dosis in kr—

Suspension in der gleichen Héhe liegt wie der Schutzeffekt, den eine Bouillon-
16sung gegen die Strahleninaktivierung ausiibt.

Im Anschlul daran wurde untersucht, ob sich bei der Bestrahlung von Koni-
dien, die in sauerstoffarmem Wasser suspendiert sind, ein Schutzeffekt zeigt.
Dieser ,Sauerstoffeffekt” ist von Bestrahlungsversuchen mit Bakterien und
Zellsuspensionen bekannt. Die Konidien wurden — wie bei den bisherigen Be-
strahlungsversuchen in wifrigen Suspensionen — geerntet und in sterilem
destilliertem Wasser suspendiert. Bereits 5 Minuten vor Beginn wie auch wih-
rend der Bestrahlung wurde in die Konidiensuspension reiner, O,-freier Stick-
stoff (Durchleiten durch Pyrogallollésung) eingeleitet. Nach der Bestrahlung
erfolgte, genau wie bei den Versuchen mit beliifteten wilirigen Suspensionen,
die Verdiinnung und das Ausplattieren. In diesen Versuchen fanden nur Koni-
dien des Stammes Y 74 A Verwendung. Auch hier zeigte sich ein Schutzeffekt
gegen die Inaktivierung durch Rontgenstrahlen. Der Dosisreduktionsfaktor,
bezogen auf die Inaktivierung von O, enthaltender wilriger Suspension, betrigt
etwa 2,1. Die Inaktivierungskurve ist wiederum vom Typ einer Mehrtreffer-
kurve und weist in ihrem linearen Teil eine Neigung von b = —0,0156 auf;
als Extrapolationswert wurde n = 1,6 ermittelt {Abb. 6).

Um noch weitere Einzelheiten der Schutzwirkung kennenzulernen, wurde der
Schutzeffekt verschiedener Schutzstoffe auch in kombinierter Anordnung unter-
sucht. In diesen Versuchen verwendeten wir ebenfalls nur Konidien des Stammes
Y 74 A. Bei der Untersuchung des kombinierten Schutzeffektes von Cystein
plus Stickstoff in wiBriger Suspension war die Vorbehandlung der Konidien die
gleiche wie in den Einzelversuchen mit Cystein bzw. mit Stickstoff: 10 Minuten
vor der Bestrahlung wurden die Konidien in 0,05 mol Cysteinlosung suspendiert,
und 5 Minuten vor und wihrend der gesamten Bestrahlung wurde durch die Sus-
pension reiner Stickstoff geblasen. Nach der Bestrahlung erfolgte zweimaliges
Waschen mit sterilem destilliertem Wasser und anschlielend — wie oben be-
schrieben — die Verdiinnung und das Ausplattieren. Bei der Auswertung dieser
Versuchsserien zeigte sich, daf durch die Kombination von Cystein und Stick-

Strahlentherapie 116 5
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stoff ein hoherer Schutzeffekt gegen die Inaktivierung durch ionisierende Strah-
len erzielt wurde als in den Versuchen, in denen nur jeweils eines dieser Agentien
zur Anwendung kam, Der mittlere Dosisreduktionsfaktor, bei Anwendung von
Cystein und Stickstoff, betrigt — bezogen auf die Inaktivierung in wéBriger
Suspension — rund 2,7. Die Inaktivierungskurve selbst ist wiederum vom Typ
einer Mehrtrefferkurve. Die Neigung des linearen Teils der Kurve errechnete
sich zu b = —0,01, als Extrapolationswert wurde n = 1,1 erhalten (Abb. 6).

In einer weiteren Versuchsserie wurde die Schutzwirkung von Bouillon und
Cystein in kombinierter Anordnung bestimmt. Folgende Versuchstechnik erwies
sich als brauchbar: 10 Minuten vor der Bestrahlung Aufschwemmung der Koni-
dien in einer 4%vigen Bouillonlosung, in der Cystein in 0,05molarer Konzen-
tration gelost war. Wihrend der Bestrahlung sorgte ein schwacher Luftstrom
fiir Turbulenz in der Suspension. Nach der Bestrahlung schloB sich ein zwei-
maliges Waschen der Konidien mit sterilem Aqua dest. an. Eine Verdnderung
der Bouillon-Cystein-Losung wurde wihrend der Behandlungszeit (maximal
30 Minuten) nicht beobachtet. Auch in dieser Versuchsanordnung zeigte es sich,
dafl die beiden Schutzstoffe in Kombination einen hoheren Schutzeffekt gegen
die Inaktivierung liefern als jeweils nur einer der beiden Stoffe allein. Der aus
dieser Versuchsserie ermittelte Dosisreduktionsfaktor — bezogen auf die Inakti-
vierung in reiner willriger Suspension — betrigt etwa 2,7. Die Inaktivierungs-
kurve zeigt wiederum den typischen Verlauf einer Mehrtrefferkurve; die Neigung
des linearen Teils ist b = ~-0,0103. Der Extrapolationswert liegt bei n = 1,2
(Abb. 6).

Diskussion der Ergebnisse

Bei der Auswertung der Experimente soll zuerst die Frage diskutiert werden,
inwieweit die Inaktivierung der Konidien mit einer Wirkung auf die in verschie-
dener Anzahl vorhandenen Zellkerne korreliert werden kann, d. h., ob eine
direkte Beziehung zwischen der Kernzahl pro Konidium und aus der Dosiseffekt-
kurve ableitbarer Treffbereichszahl vorliegt. Betrachten wir zunichst die Resul-
tate aus den Versuchen mit den Stimmen Y 74 A (Makrokonidien) und Y 8743
(Mikrokonidien) in reiner wifiriger Suspension. Die Inaktivierungskurven aus
den Versuchen mit Konidien der beiden Stdmme sind vom Typ einer Mehr-
trefferkurve. Als Extrapolationswert wurde fiir Y 74 A n==1,2 gefunden. In
der benutzten formalen Auswertung von Mehrtrefferkurven ergibt der Extra-
polationswert die , Treffbereichszahl“, d. h. die Anzahl von ,, Treffbereichen*,
die in einem Individuum je einmal getroffen werden miissen, damit es inaktiviert
wird., Eine formale Analyse der Inaktivierungskurve bei Y 74 A wiirde also
zu dem Ergebnis fithren, daB zur Inaktivierung eines Konidiums im Mittel
1,2 Treffbereiche getroffen werden miissen. Die mittlere Anzahl Zellkerne pro

Konidium betrdgt bei diesem Stamm K = 1,42. Eine Differenz zwischen Treff-
bereichszahl und Kernzahl ist zwar vorhanden, beriicksichtigt man aber die
unvermeidliche biologische Variabilitdt, so 148t sich in diesem Fall vielleicht
auf eine numerische Ubereinstimmung zwischen der mittleren Kernzahl und der
Treffbereichszahl schlieBen und annehmen, daf ein Konidium dann inaktiviert
wire, wenn jeder Kern dieses Konidiums mindestens einmal getroffen wiirde.

Anders liegen die Verhéltnisse bei dem Mikrokonidienstamm Y 8743. Hier
wurde ein Extrapolationswert von n== 3,6 gefunden. Mikrokonidien sind aber
immer einkernig, so da8 eine klare Diskrepanz zwischen Kernzahl und dem aus
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der formalen Analyse bestimmten Wert der , Treffbereichszahl“ pro Konidium
besteht. Der gleiche Schlufl ergibt sich, wenn man die Resultate aus den Be-
strahlungsversuchen mit Konidien der beiden Stimme W 2/49 A und K 3/17
zur Diskussion heranzieht. In beiden Fillen wurden Dosiseffektkurven erhalten,
die sich formal als modifizierte Eintrefferkurven auffassen lassen, wobei im
Falle von W 2/49 A eine starke Variabilitit der Strahlensensibilitit die Ursache
fiir die starke Kriimmung der Kurve sein konnte. Beide Stimme produzieren
Makrokonidien, die durchschnittliche Anzahl Kerne pro Konidium betrigt bei

W 2/49 A K==1,7 und bei K 3/17 K==2,0, also wiederum eine klare Diskre-
panz zur formalen Analyse, die zur Treffbereichszahl 1 fithrt.

Die ans den Versuchen iiber die Inaktivierung getrockneter Konidien der
Stimme W 2/49 A, Y74 A und Y 8743 durch Réntgenstrahlen erhaltenen
Dosiseffektkurven sind grundsétzlich vom gleichen Typ wie die aus den Bestrah-
lungsversuchen mit wiBrigen Konidiensuspensionen erhaltenen Kurven: fiir
W 2/49 A eine modifizierte Eintrefferkurve, fiir die beiden anderen Stimme
Mehrtrefferkurven. Im Vergleich mit den Ergebnissen, die bei der Bestrahlung
wiiriger Konidiensuspensionen erhalten wurden, zeigen die Inaktivierungs-
kurven getrockneter Konidien einen deutlichen Dosisreduktionsfaktor, der bei
den einzelnen Stimmen verschieden groB ist: W 2/49 A etwa 2,5, Y 74 A etwa
2,1 und Y 8743 etwa 6. In dem Dosisreduktionsfaktor driickt sich ein ,,Schutz-
effekt“ gegen die Inaktivierung durch Rontgenstrahlen aus. Bei der Deutung
dieses Befundes kann man an folgende Interpretation denken: Bei der Bestrah-
lung einer wiirigen Suspension werden die Konidien inaktiviert durch additive
Uberlagerung direkter und indirekter Effekte. Direkte Effekte sind die Folge
einer unmittelbaren Einwirkung der Strahlungsenergie auf die biologischen
Strukturen. Indirekte Effekte kommen dadurch zustande, daB die Energie zu-
niichst im Wasser absorbiert wird, wobei diffusible Agentien gebildet werden,
die dann an sensible Stellen der Zelle gelangen und sie schiidigen konnen. Im
getrockneten Zustand sind diese indirekten Effekte weitgehend eliminiert, so
daB bei der Erzeugung der Schiidigung lediglich die ,direkten Treffer“ eine
Rolle spielen wiirden.

Zum Schluf} seien die Ergebnisse der Bestrahlungsversuche mit Cystein und
anderen Zusitzen besprochen. Bei allen drei getesteten Stiimmen (W 2/49 A,
Y 74 A und Y 8743) wurde wieder der gleiche Verlauf der Dosiseffektkurven
gefunden, wie er bereits von den Bestrahlungsversuchen mit wiirigen Suspen-
sionen und mit getrockneten Konidien her bekannt ist: fiir W 2/49 A eine
modifizierte Eintrefferkurve, fiir Y 74 A und fiir Y 8743 Mehrtrefferkurven.
Bei allen drei getesteten Stdimmen wird durch Zusatz von Cystein zu der reinen
wiilrigen Suspension ein Schutzeffekt gegen die Inaktivierung durch Réntgen-
strahlen erzielt. Der Dosisreduktionsfaktor ist bei den einzelnen Stimmen auch
wieder verschieden hoch. Er betrigt, bezogen auf die reine wiBrige Suspension,
fiir W 2/49 A etwa 2,2, fiir Y 74 A etwa 1,8 und fiir Y 8743 etwa 1,3. Ver-
gleicht man die Hohe des Schutzeffektes, der durch Trocknung erzielt \urd mit
dem durch Cystein erreichten, so fillt auf, daB bei den Stimmen W 2/49 A
und Y 74 A der Cysteinschutzeffekt zwar etwas niedriger liegt als der Schutz-
effekt, der durch Trocknung erzielt wird, zwischen beiden GroBen besteht aber
keine signifikante Differenz. Bei dem Stamm Y 8743 (Mikrokonidien) dagegen
ist der Cysteinschutzeffekt wesentlich geringer als der durch Trocknung hervor-
gerufene Effekt. Bei der Bestrahlung in Bouillon sollen indirekte Effekte durch
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im Wasser bei Bestrahlung entstehende diffusible Agentien weitgehend elimi-
niert sein. Bei unseren Bestrahlungsversuchen, die mit Konidien der Stimme
Y 74 A und Y 8743 ausgefiihrt wurden, ergab sich durch Suspension der Konidien
in Bouillon ein gleich hoher Schutzeffekt, wie er durch Zusatz von Cystein zu
der wiirigen Suspension erzielt wurde.

Fiir den Wirkungsmechanismus des Cysteins wurden unter anderen folgende
beide Moglichkeiten diskutiert: 1. Die bei Bestrahlung der beliifteten wiBrigen
Suspensionen im Wasser gebildeten hochreaktiven Radikale werden durch Reak-
tionen mit den Cysteinmolekiilen inaktiviert (Konkurrenzreaktion). — 2. Gray
(1955) hat gezeigt, daBl durch Zusatz von Cystein zu Wasser die O,-Konzentra-
tion in der Losung innerhalb kurzer Zeit auf sehr niedrige Werte sinkt. Der
Schutzeffekt des Cysteins wiirde dann auf einer Entfernung des O, aus der
Suspension beruhen und tatséichlich einen ,maskierten” O,-Effekt darstellen.
In diesem Zusammenhang fithrten wir die Versuche mit O, am Stamm Y 74 A
durch. Bei Entfernung des O, aus der Suspension wihrend der Bestrahlung
wurde ein gleich hoher Schutzeffekt erzielt wie durch Cystein, Bouillon oder
Trocknung. Nun ist bekannt, daf bei der Bestrahlung von O,-freiem Wasser
mit Rontgenstrahlen bestimmte Typen von Radikalen nicht gebildet werden. Es
liegt daher nahe, den durch N, hervorgerufenen Schutzeffekt (,,Sauerstoffeffekt®)
auf die Abwesenheit dieser Radikale zuriickzufiihren.

AbschlieSend sollen noch kurz die Bestrahlungsversuche behandelt werden,
bei denen verschiedene Schutzagentien kombiniert wurden. Bei diesen Versuchen
wurden nur Konidien des Stammes Y 74 A verwendet. In beiden Versuchsreihen
(N, + Cystein bzw. Bouillon + Cystein) wurden wiederum Mehrtrefferkurven
erhalten, wie sie bereits von den anderen bisher besprochenen Versuchsanord-
nungen her bekannt sind. In beiden Versuchsreihen wurde ein gleich hoher
Schutzeffekt durch die Kombination von Cystein mit N, bzw. mit Bouillon
erzielt; der Dosisteduktionsfaktor betrigt etwa 2,7. Eine einfache Addition des
Schutzeffektes der einzelnen Agentien liegt somit nicht vor, da man dann einen
Dosisreduktionsfaktor gleich dem Produkt der Dosisreduktionsfaktoren der
entsprechenden einzelnen Schutzagentien erwarten wiirde. Tatsichlich liegt der
ermittelte Dosisreduktionsfaktor aber unter diesem hypothetischen Wert.

Zusammenfassung

Es wurden Konidien mehrerer Stimme von Neurospora crassa mit Rontgenstrahlen
bestrahlt, und die strahleninduzierte Inaktivierung der Konidien wurde bestimmt.
Dabei zeigte sich, daB fiir jeden dieser Stimme charakteristische Dosiseffektkurven
erhalten werden. Eine Ubereinstimmung zwischen der mittleren Anzahl der Zellkerne
pro Konidium (bei den einzelnen Stimmen) und der Treffbereichszahl, die aus den
Dosiseffektkurven extrapoliert werden kann, liefl sich nicht herleiten. Durch Trocknung
der Konidien wird ein Schutzeffekt gegen die strahleninduzierte Inaktivierung erzielt.
Wahrscheinlich beruht dieser Schutzeffekt auf einer weitgehenden Eliminierung der
indirekten Effekte. Durch Zusatz von Cystein zu eciner wilirigen Konidiensuspension
wird ebenfalls ein Schutzeffekt gegen die strahleninduzierte Inaktivierung bewirkt. Ein
gleich hoher Schutzeffekt wird durch Zugabe von Bouillon bzw. durch Einleiten von
Stickstoff erzielt. Bei Kombination von Cystein und Bouillon bzw. mit Stickstoff wird
ein ,,Hyperschutzeffekt“ beobachtet.

Summary

Conidia of several strains of Neurospora crassa were irradiated with x-rays and the
radiation induced inactivation of the conidia was determined. Thereby it was shown,
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that characteristic dose-effect curves were obtained for each of these strains. No agree-
ment between the mean number of the nuclei pro conidium (of the various strains)
and the numbers of targets, which can be extrapolated from the dose-effect curves,
could be derived. A protective effect against a radiation-induced inactivation is
attained by drying the conidia. Probably this protection effect arises from an extensive
elimination of the indirect effects. Through the addition of cysteine to an aqueus
suspension of conidia a protection effect against the radiation induced inactivation is
likewise brought about. A similar high protection effect is also attained through addition
of broth, resp. through the introduction of nitrogen. By combining cysteine with broth
resp. with nitrogen a “hyperprotection” effect is observed.

Résumé

On a déterminé I'inactivation aprés irradiation de conidies de plusieurs souches de
Neurospora crassa par des courbes d’effet-dose qui se sont révélées caractéristiques
pour chaque souche. On a pu dégager un rapport entre le nombre moyen de noyaux
cellulaires par conidium (pour chaque souche) et le nombre de cibles pouvant étre
extrapolés des courbes doses-effets. Le desséchement des conidies permet d’obtenir un
effet protecteur contre l'inactivation par irradiation. Il est probable que cet effet
protecteur repose sur une large élimination des effets indirects. L’addition de cystéine
& une suspension aqueuse de conidies confeére également un effet protecteur contre
Vinactivation. Un effet protecteur analogue est obtenu par addition de bouillon et par
introduction d’azote. En combinant la cystéine an bouillon et & I’azote on observe un
effet “hyperprotecteur”.
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